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 好気性生物は増殖、生存に必要なエネルギーを得るために酸素を消費するが、代
謝過程において一部の酸素は反応性が高い、生物にとって有害な活性酸素に変換さ
れてしまう。それに対して生物は種々の酸化ストレス耐性機構を備えている。一般
的に生物は多くの抗酸化酵素を持っており、特に活性酸素を分解する抗酸化酵素と
してカタラーゼ、スーパーオキシドディスムターゼ、ペルオキシダーゼなどは重要
である。大腸菌では２種類のカタラーゼ（KatE, KatG）、３種類のスーパーオキシド
ディスムターゼ（SodA, SodB, SodC）が同定されており、ペルオキシダーゼとして
は AhpCF が酸化ストレス耐性に重要であることが知られている。これらの活性酸素
分解酵素群の生化学的な性質については、詳細に調べられているが、生体内での機
能についてはまだよくわかっていないことも多い。そこで本研究ではこれらの遺伝
子の変異が大腸菌の増殖、生存に及ぼす影響について調べた。 
 まずこれらの酵素の遺伝子の欠失変異が増殖、生存に与える影響について、変異
株とその親株を混合培養した後で、それぞれの菌株の割合の変化を見る Competition 
assayにより調べた。その結果、培地にマンガンを加えて培養した場合、AhpCF欠損
変異株の割合が親株より低下することがわかり、増殖期または定常期の初期におい
て AhpCF の機能が重要であることが示唆された。また同じく培地にマンガンを加え
て長時間培養した時には、SodB欠損変異株の割合が低下することがわかり、定常期
において SodBの機能が重要であることも示唆された。 
 定常期における SodBの機能については、定常期における SodBの発現量を増大さ
せた時の生育を調べるために、定常期での発現量が多い dps 遺伝子の上流領域を
sodB遺伝子と融合させた菌株について Competition assayを行った。その結果マン
ガンおよび鉄を培地に加えて長時間培養した時に、dps 遺伝子の上流領域を sodB, 
sodC遺伝子と融合させた菌株の割合が増大する傾向があることがわかり、この実験
からも定常期における SodBの機能の重要性が示唆された。 
 これまでにも酸化ストレスと鉄、マンガンなどの金属との関係は注目されてきた
が、活性酸素分解酵素群の種々の変異株を用いることによって、これらの金属の有
無を含めたいろいろな培養条件における、それぞれの活性酸素分解酵素の増殖、生
存における機能を明らかにすることができると考えられる。 
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Aerobic organisms uses oxygen to get energy necessary for cell growth and survival, but 
some oxygen is converted into reactive oxygen species (ROS) which is highly reactive in a 
metabolism process and harmful to the organism. Organisms have some types of oxidative 
stress-resistant system. Especially, antioxidant enzymes, catalase, superoxide dismutase and 
peroxidase, are particularly important. In Escherichia coli, two catalases (KatE, KatG), three 
superoxide dismutases (SodA, SodB, SodC), and one peroxidase (AhpCF) are important for 
oxidative stress resistance. These enzymes have been biochemically characterized in detail, 
but their biological function is not completely clarified. Therefore, I studied the function of 
the above six antioxidant enzymes in cell growth and survival. 
  First, I investigated the effects of deletion mutations of the genes for these enzymes on 
cell growth and survival by Competition assay. After each of the mutant strains was mixed 
with the parental strain and incubated, I examined the change in the proportion of strains in 
the culture. When the cells were incubated for 24 hours in the presence of manganese, the 
proportion of the ahpCF deletion mutant decreased. And the proportion of the sodB deletion 
mutant decreased when the cells were incubated for 96 hours in the presence of manganese 
and iron. These results suggested that the function of AhpCF was important in the log or 
early stationary phase and that the function of SodB was important in the stationary phase. 
  Next, I investigated the effects of increased expression level of SodB on the viability in 
the stationary phase by Competition assay using the strain, in which the promoter and 
ribosome binding regions of the sodB gene was replaced with those of the dps gene. The dps 
gene is highly expressed in the stationary phase. When the cells were incubated for 96 hours 
in the presence of manganese and iron, the proportion of the strain having both the modified 
sodB gene and the similarly modified sodC gene was somewhat increased. These results 
suggested that the functions of SodB and SodC are not only important but also rate-limiting 
factors in the stationary phase under that culture condition.   
  The relationship between oxidative stress and metals such as iron and manganese has 
been reported so far. I will clarify the division of roles of the antioxidant enzymes in cell 
growth and survival under various conditions using the mutant and modified strains. 
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序論 
酸化ストレス耐性機構 
 
 生物が生命を維持するためにはエネルギーが必要である。好気性生物は増殖・生存に必要なエ
ネルギーを得るために酸素を消費するが、その代謝過程において生物にとって有害な活性酸素種
が発生する。細胞内で酸素が余分な電子を受け取ることにより発生する活性酸素種にはスーパー
オキシド(O2-)、過酸化水素(H2O2)、また過酸化水素と鉄によるフェントン反応によって生じる
ヒドロキシラジカル(OH・)などがある[1]（図１）。これらの活性酸素種に対して生物は様々な
防御機構を備えているが、それでも活性酸素種が生体に対して悪影響を及ぼしている状態を酸化
ストレスと言う。 
 
 
図１ 活性酸素種 
 
 酸化ストレス耐性機構の中でも直接的なものとして、活性酸素の消去を行う抗酸化酵素群、ス
ーパーオキシドディスムターゼ（SOD）、カタラーゼ、ペルオキシダーゼなどがある[2]。 
SOD はスーパーオキシドを過酸化水素に変換する活性を持ち、カタラーゼとペルオキシダーゼ
は SOD によって生成された過酸化水素を代謝する活性を持つ酵素である（図２）。 
 
 
図２ 活性酸素種と抗酸化酵素群 
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大腸菌の酸化ストレス耐性に関与する主な抗酸化酵素群 
 
 大腸菌では酸化ストレス耐性に関与する主な抗酸化酵素として、３種類の SOD (SodA, SodB, 
SodC), ２種類のカタラーゼ(KatE, KatG)と１種類のアルキルヒドロペルオキシドレダクター
ゼ(AhpCF)がこれまでに同定されている。（図３） 
 
 SodA は MnSOD, SodB は FeSOD, SodC は Cu-ZnSOD とも呼ばれ、それぞれマンガン、鉄、
銅と亜鉛を補酵素に持つ。SodA, SodB は相同性が非常に高く、どちらも細胞質に存在すること
が分かっている。一方 SodC は SodA, SodB との相同性は低く、ペリプラズムに存在するが、機
能についてはまだよくわかっていない。 
 KatE, KatG はどちらも補酵素に鉄を持ち細胞質に存在するが、遺伝子発現について、katG は
過酸化水素によって誘導されること、また katE は定常期に発現が誘導されることがわかってい
る。AhpC, AhpF はアルキルヒドロペルオキシドレダクターゼをコードする二成分制御系のタン
パク質で、補因子にフラビンアデニンジヌクレオチド(Flavin adenine dinucleotide, FAD)を持ち、
カタラーゼと同様に過酸化水素を水に分解する活性を持つことが知られている[3]。 
 
 
図３ 大腸菌の抗酸化酵素群 
 
本研究について 
 このように大腸菌における 6 種類の抗酸化酵素群については、補因子や細胞内局在、遺伝子
発現の性質などについてはこれまでよく調べられているが、生体内での機能、例えばどのような
培養条件の時にどの酵素が重要な働きをしているか、定常期の生存にはいずれの酵素が重要であ
るかなど、生体内での機能についてはまだよくわかっていないところがある。そこで本研究では、
まずこれら６種類の抗酸化酵素の遺伝子の変異株などを用いて、それぞれの抗酸化酵素の欠損な
どの生育に対する影響を明らかにすることを目的に実験を行なった。 
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結果 
 
1. 欠失変異株を用いた解析 
 
 まず 6 種類の抗酸化酵素群の遺伝子の欠失変異株を用いて、それぞれの抗酸化酵素の欠損の
生育に対する影響について調べた。特に本研究では酸化ストレスと関連の深い鉄とマンガンを培
地に加えた時の生育について調べた。鉄はフェントン反応（図１）により過酸化水素の発生に関
与している。またマンガンについては、クエン酸回路で働くデヒドロゲナーゼのうち、3 つのデ
ヒドロゲナーゼを活性化させるカルシウムイオンの結合部位と親和性が高く、代謝を上げて活性
酸素種の発生を促進することが知られている[4]。 
 
(1-1) 用いた欠失変異株の確認 
 本研究に用いた欠失変異株は、6 種類の抗酸化酵素のそれぞれをコードする遺伝子を欠失させ、
代わりにクロラムフェニコール耐性遺伝子などを埋め込んだ株であり、まず欠失変異について
PCR を用いて確認を行った（図４）。具体的にはそれぞれの染色体上の遺伝子を挟む primer を
用いて PCR を行なったところ、それぞれについて野生型の遺伝子の場合とは異なる予想通りの
長さのバンドが検出され、全ての欠失変異が確認できた（図４、５）。 
 
 
図４ 大腸菌の抗酸化酵素の遺伝子の欠失変異株 
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図５ 抗酸化酵素の遺伝子の欠失変異の確認 
 
(1-2) 欠失変異株を２４時間培養した時の生育の解析 
 それぞれの欠失変異の生育に対する影響を調べるのには、生育、生存のわずかな違いも検出で
きるように、親株と変異株を混合培養し、培養の両者の割合の変化を調べる Competition assay
を用いた（図６、７）。 
 
 
 
図６ Competition assay 
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図７ Competition assay で予想される結果 
 
 6 種類の欠失変異株について、鉄またはマンガン存在下で２４時間培養して増殖させた時の生
菌数を調べたところ、マンガンを添加した培地と鉄およびマンガンを添加した培地で培養した時
に、ahpCF 欠失変異株の割合が低下することがわかった（図８、９）。 
 
 
図８ 欠失変異株を鉄、マンガンを添加しない培地で２４時間培養した時の生育 
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図９ 欠失変異株を鉄、マンガンを添加した培地で２４時間培養した時の生育 
 
 
(1-3) 欠失変異株を９６時間培養した時の生育の解析 
 上記の 6 種類の欠失変異株の培養を、さらに７２時間続けた（計９６時間）時の生菌数を調
べたところ、鉄およびマンガンを添加した培地で培養した時、ahpCF 欠失変異株以外に sodB 欠
失変異株の割合も低下することがわかった（図１０、１１）。 
 
 
図１０ 欠失変異株を鉄、マンガンを添加しない培地で９６時間培養した時の生育 
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図１１ 欠失変異株を鉄、マンガンを添加した培地で９６時間培養した時の生育 
 
(1-4) ahpCF 欠失変異株と sodB 欠失変異株を４８、７２時間培養した時の生育の解析 
 ahpCF欠失変異株と sodB欠失変異株を２４または９６時間培養した時に生菌数が低下するこ
とがわかったので、培養開始後２４時間から９６時間までの２４時間ごとの生菌数について比較
した（図１２）。 
 
 
図１２ ahpCF, sodB 欠失変異株を鉄またはマンガンを添加した培地で培養した時の生育 
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 その結果、ahpCF 欠失変異株では培養開始後２４時間で生菌数が低下し、その後はあまり低
下しないのに対して、sodB 欠失変異株では培養開始後２４時間で生菌数の顕著な低下は見られ
ないが、７２、９６時間では大きく低下することがわかった。 
 これらの結果より、ahpCF 欠失変異株は増殖期において生育が低下し、sodB 欠失変異株は定
常期において生存が低下したと考えられた。 
 
(1-5) ahpCF, sodB 欠失変異株を増殖後に乾燥させた時の生育の解析 
 上記のように ahpCF, sodB 欠失変異株を液体培地で増殖させた後、また増殖後に液体培地で
培養を続けた時に生育に対する影響が見られたので、増殖後に乾燥させた時の生育についても調
べた。ahpCF, sodB 欠失変異株を液体培地で増殖させた後で、菌の懸濁液を容器の蓋を開け乾燥
する状態でさらに４８、９６時間保温し、乾燥した菌体を滅菌水で懸濁し生菌数を調べたところ、
液体培地で差が見られた ahpCF 欠失変異株、sodB 欠失変異株についても、生菌数の低下は見ら
れなかった（図１３）。 
 
 
図１３ ahpCF, sodB 欠失変異株を増殖後に乾燥する状態で保温した時の生育 
 
 
2. 定常期での発現を増強させる株を用いた解析 
 
 上記のように sodB 欠失変異株を鉄とマンガン存在下で培養した時に、定常期において生存が
低下することがわかったので、定常期で sodB 遺伝子の発現を増強させることによって酸化スト
レス耐性が向上し生存が回復する可能性について調べた。 
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 定常期で sodB 遺伝子の発現を増強させる株としては、sodB 遺伝子のプロモーターとリボソ
ーム結合部位を、dps 遺伝子のものに変えた菌株を用いた（図１４）。 
 
 
図１４ sodB 遺伝子の定常期での発現を増強させる株 
 
 dps 遺伝子は、定常期で多く発現すること、また発現量が多いことが知られている遺伝子で、
遺伝子産物の Dps タンパク質の機能については、DNA に結合して DNA を保護することが知ら
れている。 
 
 定常期での sodB 遺伝子の発現を増強させる菌株を用いて competition assay を行う場合、変異
株の生存がコントロールよりも改善される可能性を調べるので、コントロールにはカナマイシン
耐性株を用いた。また培養後の保温温度については、定常期、死滅期において再増殖（Regrowth）
が起こることが知られており[5]、３７℃では生存に対する影響を見るのが難しいため、代謝は
低いレベルで起こるが、ほとんど増殖はしないと考えられる１５℃で定常期での培養を行った
（図１５）。 
 
 
図１５ 定常期、死滅期における再増殖（Regrowth）と培養温度 
 
 定常期での sodB遺伝子の発現を増強させる菌株を用いてcompetition assayにより亭上記にお
ける生存について調べたところ、鉄およびマンガン存在下、１５℃で９６時間培養した時に、
sodB および sodC 遺伝子のプロモーターとリボソーム結合部位を dps 遺伝子のものに変えた菌
株では、コントロールよりも生存が改善されることを示す結果が得られた（図１６）。 
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図１６ sodB 遺伝子の発現を増強させる菌株を１５℃で培養した時の生育 
 
 また定常期での sodB 遺伝子の発現を増強させる菌株を、鉄およびマンガン存在下、４℃で９
６時間培養した時についても調べたが、１５℃の時のような顕著な差異は見られなかった（図１
７）。 
 
図１７ sodB 遺伝子の発現を増強させる菌株を４℃で培養した時の生育  
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考察 
  
本研究の結果よりまず、マンガンを添加した培地と鉄およびマンガンを添加した培地で培養し
た時に、増殖期において ahpCF 遺伝子が生育に重要であることが示唆された。ahpCF 遺伝子は
過酸化水素を分解するアルキルヒドロキシペルオキシドレダクターゼをコードしており、katE, 
katG 遺伝子は同じく過酸化水素を分解するカタラーゼをコードしているが、マンガンを添加し
た培地と鉄およびマンガンを添加した培地で培養した時に、ahpCF 欠失変異株では生育の低下
が見られたが、katE または katG 欠失変異株では生育の低下が見られなかった。鉄またはマンガ
ンの影響については、大腸菌の野生株を培養した時に、培地に 0.5 mM のマンガンを添加すると
生育は顕著に低下したが、0.5 mM のマンガンと同時に 0.1 mM の鉄を添加すると生育は低下し
なかった。この結果からは、鉄とマンガンの影響について、鉄とマンガンがカタラーゼの補酵素
結合部位への競合阻害を起こしている可能性が考えられる。KatE, KatG カタラーゼは共に鉄を
補酵素に持つのに対し、AhpCF アルキルヒドロペルオキシドレダクターゼは補酵素に金属を持
たないので、例えばマンガンを培地に添加した時には、KatE, KatG カタラーゼにマンガンが組
み込まれて活性が阻害されてしまうかもしれない。マンガンと同時に鉄を添加すると、鉄とマン
ガンが競合阻害を起こし、KatE, KatG カタラーゼの活性が一部回復するかもしれない。KatE, 
KatG カタラーゼがマンガンによって阻害されている状況では、AhpCF が生育に重要であること
が予想され、そのような状況で ahpCF 遺伝子が欠失すると過酸化水素を分解する酵素活性が不
足するために生育が低下する可能性が考えられる。本研究の結果は、これまでに報告されている
結果、すなわち katE, katG 二重欠失変異株では AhpC が過酸化水素の分解に重要であること、
また、低いレベルでの過酸化水素存在下では KatE, KatG は主要な過酸化水素分解酵素としては
機能しないこと[6]とも矛盾しない。 
 
 また本研究の結果より、鉄およびマンガンを添加した培地で培養した時に、定常期で sodB 遺
伝子が生育に重要であることが示唆された。序論に記述したように、SodA, SodB, SodC はそれ
ぞれマンガン、鉄、銅と亜鉛を補酵素に持つ。鉄およびマンガンの影響を現時点では、簡単には
説明できないが、本研究で用いた鉄、マンガンの濃度では、SodA, SodC の活性が低下し、SodB
の機能が重要になるのかもしれない。また遺伝子の発現について、定常期における sodB の発現
が高いために、SodB の機能が重要になるのかもしれない。 
 
sodB の発現量を増強させる株を用いた解析の結果からは、鉄およびマンガンを添加した培地
で培養した時に、sodB, sodC の遺伝子を同時に増強させた時には生存が改善されたことを示唆
する結果が得られた。sodB または sodC のどちらか一方の遺伝子の発現量を増強させる株では、
改善は見られなかった。SodC の関与について、現段階では説明が難しい。SodC は３つの SOD
の中で唯一ペリプラズムに存在することが報告されており、生体内での機能についてはまだ明ら
かになっていない。今回 SodC が関与することが見つかったことは、機能を解明する上での手が
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かりになるかもしれない。 
 
 本研究において鉄およびマンガンを添加した場合に、sodB 欠失変異株で定常期の生存が低下
することが示唆されただけでなく、定常期における sodB, sodC 遺伝子の発現量を増強させる株
では定常期の生存に改善が見られたことから、鉄およびマンガンを添加した場合には、SodB ま
たは SodC の機能が生存に関して制限要因である可能性が考えられる。以前京大の石川冬木先生
が、老化、寿命についてドベネックの桶のモデルを用いて、要因が複数であることを説明されて
いたが、本研究の結果を同様にドベネックの桶のモデルを用いて考えてみると、鉄およびマンガ
ンを添加した場合、もともと SodB または SodC の機能が生存に関して制限要因でない時には、
sodB, sodC 遺伝子の発現量を増強させる株では定常期の生存に改善が見られたことの説明が難
しい（図１８）。この条件では SodB または SodC の機能が生存に関して制限要因であるならば
説明が可能である。逆に考えると、鉄およびマンガンを添加しない場合を考えると、少なくとも
SodB または SodC の機能は生存に関して制限要因ではなかったと考えられる。老化、寿命の原
因として酸化ストレスが挙げられることが多いが、本研究のような解析を進めれば実際に酸化ス
トレスが制限要因である生育条件をはっきりさせることができるかもしれない。 
 
      
 
 
 
図１８ SodB または SodC の機能は生存に関して制限要因である可能性 
 
本研究では、sodB 欠失変異株を用いた解析において、菌体を乾燥させて保温した場合には、
液体培地で培養を続けた時のような生存の低下は見られなかった。また定常期における sodB, 
sodC 遺伝子遺伝子の発現量を増強させる株を用いた解析において、４℃で培養を続けた場合に
は１５℃で培養を続けた場合のような生存の改善は見られなかった。菌体を乾燥させた状態や
４℃で培養した時には、代謝が非常に低下し、代謝による活性酸素の産生も低いレベルにあると
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考えられるので、これらの条件では鉄およびマンガン存在下でも SodB または SodC の機能が生
存に関して制限要因ではなかったと考えられる。 
 
 今後培養条件などの検討が必要ではあるが、本研究を発展させることによって大腸菌の定常期
において酸化ストレスが生存に大きく影響を与える培養条件や、そのような状況で定常期の生存
を支える酸化ストレス耐性機構などを明らかにしていくことができると思われる。 
 
  
14 
 
材料・方法 
 
１．菌株 
本研究では K12(MG1655)株由来の菌株を用いた。使用した菌株を表 1 に示す。 
 
表 1．本研究で使用した菌株 
菌株名称 reference 
MG1655 研究室ストック 
MG1655 lac Km 研究室ストック 
MG1655 lac Ap 研究室ストック 
⊿sodA 研究室ストック 
⊿sodB 研究室ストック 
⊿sodC 研究室ストック 
⊿katE 研究室ストック 
⊿katG 研究室ストック 
⊿ahpCF 研究室ストック 
Pdps-sodB 研究室ストック 
Pdps-sodC 研究室ストック 
Pdps-sodB,sodC 研究室ストック 
Pdps-sodB,katE 研究室ストック 
Pdps-sodB,katG 研究室ストック 
15 
 
２．培地 
 
LB 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Yeast extract (Becton Dickinson) 5g 
Trypton (Becton Dickinson) 10g 
NaCl    10g 
10N NaCl   200µL 
 
Antibiotic Medium 3 培地(1L 当たり オートクレーブにより滅菌) 
Antibiotic Medium3 (Difco) 17.5g 
Agar (岩井科学)   10g 
 
以下は親株と欠失変異株の混合菌液 72μL に対しオートクレーブ後添加した。 
10mM FeSO4    8µL 
1mM MnCl2    8µL 
10mM FeSO4-5mM MnCl2   8µL 
 
抗生物質耐性遺伝子を用いた耐性菌の選択には以下の濃度の抗生物質を用いた。 
クロラムフェニコール   17 µg/mL 
アンピシリン   25 µg/mL 
ストレプトマイシン  50µg/mL 
カナマイシン   50µg/mL 
 
 
３．方法 
 
PCR 
欠失変異株の確認には Prime star GXL (Takara)を用いた。PCR 反応には本酵素のバッファー・
dNTAP を用い、反応条件はマニュアルの標準的な方法に従って行った。 
また、断片の大きさの確認による欠失の確認は ExTaq(Takara)を用いた。PCR 反応には本酵素
のバッファー・dNTAP を用い、反応条件はマニュアルの標準的な方法に従って行った。 
 
Competition assay 
親株と欠失変異株の生育、生存のわずかな違いも検出できる方法として Competition assay を用
いた[8]。各抗酸化酵素の欠失変異株と定常期で sodB 遺伝子などの発現を増強させることを考
えて作製された菌株では以下の方法を用いて実験を行った。 
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親株と欠失変異株をそれぞれ定常期まで培養し、0.2mL ずつ混合した。この段階でそれぞれの
生菌数がほぼ同じであることを確認するために、1/50 ずつ３段階に希釈した菌液を、抗生物質
を加えたLB寒天培地と抗生物質を加えないLB寒天培地に 3µLずつスポットテストを行い培養
するスポットアッセイを行った。 
次に親株と欠失変異株について混合した菌液を 10-5 倍希釈し、鉄とマンガンの影響を調べるた
め、金属を加えない培地、鉄のみを加えた培地、マンガンのみを加えた培地、鉄とマンガンの両
方を加えた培地でそれぞれ培養を行った。鉄のみの培地には FeSO41mM を 8µL, マンガンのみ
の培地には MnCl2 0.1mM を 8µL, 鉄およびマンガンの培地には FeSO4 1mM と MnCl2 0.5mM
を 8µL を添加した。 
鉄は過酸化水素とフェントン反応を起こし、活性酸素種であるヒドロキシラジカルを発生させる
ことが知られている[7]。マンガンはクエン酸回路で働く３つのデヒドロゲナーゼを活性化させ
るカルシウムイオンの結合部位との親和性が高いため、代謝を上げ活性酸素種の発生を促進させ
ることが知られている[8]。 
各金属培地に加えた後 37 度で２４時間、さらに７２時間培養しそれぞれの段階でスポットアッ
セイによって親株と欠失変異株の生菌数について調べた。 
液体培地ではなく乾燥させた培地での生育における乾燥の影響については、親株と欠失変異株を
等量ずつ金属培地に希釈・添加後すぐにサンプリングチューブに移しインキュベーターにて 37
度で４８時間および９６時間乾燥させた。乾燥後精製水 40µL を加え懸濁し、1/50 ずつ 3 回希
釈後それぞれの濃度で 3µL ずつスポットし培養した。 
１５℃、４℃での生育については、金属培地に希釈・添加後それぞれ１５℃、４℃で９６時間培
養を行った。培養後 1/50 ずつ３回希釈し、3µL ずつスポットし培養を行った。 
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